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烟草悬浮培养细胞对呋喃橐吾酮的生物转化研究
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摘 要：目的 研究烟草悬浮培养细胞对呋喃橐吾酮(I)的生物转化。方法 将外源底物呋喃橐吾酮乙醇溶液投

入预培养i0 d的烟草悬浮培养细胞中，共培养4 d后终止转化，通过HPLC检测方法，并利用各种色谱技术分离纯

化转化产物，最后根据其理化性质和光谱数据进行结构鉴定。此外，实验还考察了共培养时间对转化率的影响。结

果呋喃橐吾酮(1)在烟草细胞中发生了转化，分离鉴定出两个转化产物：3-OXO—eremophila一1，7(11)-dien一12，8一

olide(1)和3-OXO一8一hydroxyeremophila一1，7(11)一dien一12，8-olide(I)。转化的最佳共培养时间为5 d，此时总的摩

尔转化率最高(53．1％)。结论首次利用烟草悬浮培养细胞转化倍半萜类化合物呋喃橐吾酮并获得成功。
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Biotransformation of furannoljgularenone by cell suspension cultures of Nicotiana tabacum
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Abstract：Objective To investigate the biotransformation of furannoligularenone by cell suspension

cultures of Nicotiana tabacum．Methods Furannoligularenone was added to the medium of the suspension

cells of N．tabacum after precuhured for 10 d．then they were co—cultured for another 4 d．The

biotransformed products were detected with HPLC and isolated by various chromatographic methods．The

chemical structures of biotransformed products were elucidated on the basis of their physicochemical pro—

perties and spectroscopic data．Otherwise，the influence of CO—cultured time on conversion ratio was

investigated either． Results The substrate，furannoligularenone(I)，was successfully biotransformed
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by N．tabacum cultured cells．Two products，3-oxo—eremophila一1，7(11)-dien一12，8一olide(I)and 3-oxo-

8一hydroxyeremophila一1，7(11)-dien一12，8-olide(I)were obtained．After CO—cultured for 5 d，the mole

conversion ratio of the substrate reached the highest(53．1％)．Conclusion It’S the first report 011

biotransformation of furannoligularenone by N．tabacum cultured cells．

Key words：Nicotiana tabacum L．；suspension cultures；biotransformation；furannoligularenone

生物转化(biotransformation)，也称生物催化，

是指利用植物离体培养细胞、固定化的植物(或微生

物)细胞或酶等，对外源底物进行结构修饰而获得更

有价值产物的一种技术。植物细胞对底物具有酯化、

氧化、羟基化、糖基化、甲基化和乙酰化等多种转化

能力。生物转化技术被广泛应用于药物结构修饰、药

物代谢研究、新能源开发等领域。利用生物转化手段

对底物进行结构修饰，获得一系列化合物，进一步探

讨其构效关系，从中找到有新药开发价值的先导化

合物及其可能的生物合成途径，有着重要的理论意

义和实际应用价值[1’2]。

自1973年基因工程诞生以来，烟草Nicotiana

tabacum L．以其易于进行组织培养，容易得到再生

的转化植株而成为典型的基因工程模式植物，被誉

为植物界的“果蝇”。早在1980年Suga[33研究组就利

用烟草细胞对松油醇及其衍生物进行结构修饰，推

动了植物生物转化的快速发展。虽然人们利用其他

植物体系对生物转化进行了一些研究，但是烟草仍

然是国内外学者研究植物生物转化应用最多的培养

系统之一。

呋喃橐吾酮(furannoligularenone)属于eremo-

philane型倍半萜，为菊科橐吾属植物的主要活性成

分L‘]。该属多种药用植物的根及根茎用作中药紫菀

的代用品，有很长的药用历史，具有止咳化痰、活血

化瘀等功效。本实验首次利用烟草悬浮培养细胞对

外源底物呋喃橐吾酮进行了生物转化的研究，以期

获得活性转化产物，并对其生物合成的途径进行

探讨。

1材料与试剂

1．1 仪器与试剂：雷磁pHS～25数显pH计，上海

精密科学仪器有限公司；LDZX一40BI型立式自动

压力蒸气灭菌锅，上海申安医疗器械厂；HZQ—QX

全温振荡器，哈尔滨东联电子技术开发有限公司；

EYELA旋转蒸发仪，上海爱朗仪器有限公司；

SGWX一4显微熔点仪，上海精密科学仪器有限公

司；Burker Advance 400 MHz核磁共振波谱仪，

Bruker公司；HPLC：Agilent 1200系列，自动进样

器及DAD检测器；色谱柱：Phenomenex C18(250

mm×4．6 mm，5弘m)，美国菲罗门公司；Sephadex

LH一20，Amersham Pharmacia Biotech AB；色谱纯

甲醇由江苏汉邦试剂有限公司生产。薄层色谱硅胶，

青岛海洋化工厂。

1．2 底物：呋喃囊吾酮，质量分数>98％(HPLC

检测)。

1．3 培养体系：培养体系为本实验室利用烟草Ⅳ．

tabacum L．种子所培养的试管苗，然后经诱导得到

愈伤组织，培养数代后得到的烟草悬浮培养细胞系。

2实验方法

2．1烟草细胞培养体系的建立：以MS+1．0 mg／L

2，4一D+0．2 mg／L KT为基本培养基，蔗糖30 g／L，

灭菌前pH值调至5．75，分装至250 mL培养瓶中，每

瓶100 mL。121℃高压灭菌20 min。控制接种量为

每100 mL培养基5 g鲜质量烟草细胞，12 d继代一

次。25℃暗培养，摇床转速110 r／min。悬浮培养连

续继代3次后，获得稳定生长的液体培养体系，可用

作生物转化实验。

2．2烟草液体培养细胞生长曲线的绘制：配制液体

培养基30瓶，100 mL／瓶，严格控制接种量。从第0

天起，每2天取样一次，每次取3瓶。烟草细胞用自来

水冲洗3次，55℃条件烘干至恒定质量后称取干质

量。以培养时间为横座标，细胞干质量为纵座标绘制

生长曲线。

2．3生物转化方法[5]：烟草细胞在上述培养条件下

预培养10 d，精确称取底物(I)，乙醇溶解使质量浓

度为20 mg／mL，底物溶液无菌注入3瓶培养物中，

0．5 mE／瓶，迅速摇匀，同样条件下继续培养4 d。另

取3瓶培养物，每瓶加入相同体积的乙醇(不含底

物)作为空白对照。

2．4转化产物的检测[6]：底物加入培养物中，共培

养一段时间后，抽滤，分别获得烟草培养物和培养

基。培养物用蒸馏水冲洗3次，于55℃条件下烘干至

恒定质量，粉碎成粉末状，称取10 mg粉末置量瓶

中，甲醇定容至5 mL，超声提取1 h后，甲醇补足至

刻度；培养基定容至100 mL后，取10 mL，一20℃保

存。将提取液、培养基经0．45弘m微孔滤膜滤过后用

于HPLC检测。
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同法平行处理对照组培养基和培养物，进行

HPLC检测。

HPLC检测条件：流动相为45％甲醇水溶液；体

积流量：1．0 mL／min；柱温：25℃；检测波长：280

am；进样量：10弘L。

2．5转化产物的分离纯化：将128 mg底物(I)加

入预培养10 d的烟草细胞培养瓶中，共培养4 d。抽

滤，分别获得烟草细胞培养物和培养基。培养物用蒸

馏水冲洗3次，55℃条件下烘干至恒质量。培养物用

甲醇提取。合并提取液和培养液，55 C减压蒸干，得

浸膏。上大孔树脂柱初步分离。再经甲醇溶解，行硅

胶柱色谱分离，氯仿一甲醇梯度洗脱；合并，减压蒸

干。甲醇溶解残渣，上Sephadex LH一20柱，甲醇洗

脱，经重结晶，得转化产物Ⅱ(5 mg)和Ⅲ(4 rag)。

2．6共培养时间对生物转化的影响(≠一C曲线)[7]：

精确控制接种量，向18瓶预培养了10 d的烟草细胞

培养瓶中分别加入20 mg／mL底物乙醇溶液0．5

mL，培养条件同上。分别在共培养1、2、3、4、5、6 d后

取出3瓶终止转化。抽滤获得培养物和培养基，处理

方法同2．4。

3 结果

3．1 烟草液体培养细胞生长曲线的绘制：烟草细胞

悬浮培养的生长曲线见图1。在本试验条件下，细胞

培养O～6 d处于延迟生长期，6～12 d处于对数生

长期，12～18 d处于平台生长期。形态观察发现，在

继代后第10 d左右时烟草细胞生长最旺盛，细胞分

散性好。综合考虑，烟草细胞最佳的继代周期在12～

14 d，适宜的底物加入时间为8～10 d。

t／d

图1 烟草悬浮细胞培养的生长曲线

Fig．1 Growth curve in cell suspension cultures

of N．tabacum

3．2转化产物的HPLC检测：比较对照组和实验组

的HPLC谱图(图2)可看出，在实验组中存在2个新

色谱峰(保留时间为8．6 min和10．9 min)，结合TLC

结果可以初步判定该生物转化是成功的。

3．3 产物的结构鉴定：化合物I：C，。H。。O。，无色针

晶，mp 184～186℃，1H—NMR(CD30D，400 MHz)

0 5 10 15 20

t／min

A一对照组烟草细胞甲醇提取液&实验组烟草细胞甲醇提取液

A—MeOH extract of control cultures

B-MeOH extract of experimental cultures

图2底物l在烟草细胞中生物转化的HPLC图谱

Fig．2 HPLC Chromatogram of biotransformation

of SUbstrate l in cells of N．tabacum

艿：6．67(dd，J=10．0，2．0 Hz，H一1)，6．00(dd，J=

10．O，3．2 Hz，H一2)，2．50(q，J=6．8 Hz，H一4)，2．34

(d，，一13．5 Hz，H一6a)，2．82(d，J一13．5 Hz，H一

6b)，4．93(m，H～8)，1．47(dd，，=12．3，1．4 Hz，H一

9a)，2．58(dd，J=13．6，6．8 Hz，H一9b)，2．91(m，H一

10)，1．79(t，J一1．71 Hz，H一13)，0．62(S，H一14)，

1．12(d，J一6．8 Hz，H一15)。13C—NMR艿：151．9(C一

1)，130．2(C一2)，202．5(C一3)，44．2(C一4)，45．0(C一

5)，35．2(C一6)，161．9(C一7)，81．5(C一8)，37．9(C一

9)，55．0(C一10)，123．6(C一11)，176．6(C一12)，8．0

(C一13)，11．5(C一14)，7．6(C一15)。参考文献数据‘引，

将化合物Ⅱ鉴定为3-oxo—eremophila一1，7(11)-dien-

12，8一olide。

化合物I：C，5H。80。，无色针晶，mp 204～206

℃，1H—NMR(CD30D，400 MHz)8：6．83(dd，J=

10．0，2．0 Hz，H一1)，6．15(dd，J=10．0，3．3 Hz，H一

2)，2．78(q，J=6．8 Hz，H一4)，2．52(br．d，L厂一13．2

Hz，H一6a)，2．86(d，J=13．1 Hz，H一6b)，1．89(t，J=

13．4 Hz，H一9a)，2．54(dd，J=13．2，3．4 Hz，H一9b)，

3．24(br．dd，J=11．5，1．0 Hz，H一10)，1．95(d，J=

1．56 Hz，H一13)，0．78(s，H一14)，1．27(d，J=6．86

Hz，H一15)。”C—NMR艿：152．1(C一1)，130．0(C一2)，

202．6(C一3)，44．6(C一4)，45．6(C一5)，36．8(C一6)，

169．2(C一7)，104．7(C一8)，39．7(C一9)，55．1(C一10)，

125．4(C一11)，173．9(C一12)，8．0(C一13)，10．9(C一

14)，7．5(C一15)。参考文献数据‘引，将化合物Ⅲ鉴定

为3-OXO一8一hydroxy—eremophila一1，7(11)一dien-12，

8一olide。

3．4 转化产物I的时效(￡一C)曲线；从图4中可看

出，在培养物中，产物随着共培养时间的延长而增

加，在5 d时达到最大量(46．3 mg／L)后开始下降；
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I Ⅱ m

图2转化产物I和Ⅲ在烟草细胞中的生物合成途径

Fig．3 Biosynthesis pathway of compounds I and Ii in cells of N．tabacum

而在培养基中产物先升高，2 d达到最高(1．8 rag／ 化能力。培养的植物体系对外源底物发生羟基化等

L)，然后缓慢下降。 转化反应是因为底物对其产生了伤害性刺激‘钆103，
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圈4共培养时间对转化产物I在烟草细胞中产量的影响

Fig．4 Effect of co·culture time on yield of compound i

in cells of N．tabacum

转化产物Ⅲ的￡一C曲线：从图5中可以看出，培

养物中，产物随着共培养时间的延长逐渐增加，3 d

时升至最高(62．5 mg／L)，而后逐渐下降；而在培养

基中产物量逐渐上升，5 d时量最多(1．3 mg／L)，而

后开始下降。

P
0

●

∞
吕
￥
兰

霹
{L
}
霉
猕
蜜

，
0
●

昌
￥
吕

霹
钆
导
蝴
撒
密

t／d

图5共培养时间对转化产物ll在烟草细胞中产量的影响

Fig．5 Effect of co-culture time on yield of compoundⅢ

in cells of N．tabacum

4讨论

本研究首次利用烟草悬浮培养细胞对倍半萜类

化合物呋喃橐吾酮进行生物转化研究并获得成功。

结果表明，该生物转化系统对底物具有氧化和羟基

进而激活了植物细胞内的相关酶系统，从而产生生

物催化作用，这被认为是一种减毒过程。目前，人们

普遍认为选择细胞对数生长期的中、早期加入外源

底物有利于转化反应的发生，且对细胞的损伤比较

小。实验中预培养10 d后加入底物，因为此时细胞

正值对数生长期，系统的酶活力强，转化效率高。

实验还表明，转化产物Ⅱ和Ⅲ在培养物和培养

基中均有分布，且以培养物中为主。从产物的时效曲

线可以看出若以获得不同的产物为目的，共培养时

间也应不同(产物I为5 d，产物Ⅲ为3 d)。若考虑总

转化最高，应共培养5 d，此时总转化率为53．1％。
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